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1' ^ (54) Title: FIBRIN CTTRULLINE DERIVATIVES AND THEIR USE FOR DIAGNOSING OR TREATING RHEUMATOID 

ARTHRITIS 

^ (54) Titre: DERIVES CITRULLINES DE LA FIBRINE ET LEUR UTIUSATION POUR LE DIAGNOSTIC OU LE TRAITE- 
fs| MENT DE LA POLYARTHRITE RHUM ATOIDE 

^ (57) Abstract: The invention concerns citruUine polypeptide derived from fibrin usefid for diagnosing or aeating rheumatoid arthri- 
w tis. 

O . . 

^ (57) Abrege: L' invention concerne des polypeptides citrullines derives de la fibrine utilisables notanunent pour le diagnostic ou le 
traitement de la polyarthiite rhumatoide. 
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DERIVES CITRULLINES DE LA FIBRINE ET LEUR UTILISATION 
POUR LE DIAGNOSTIC OU LE TRAITEMENT DE LA POLYARTHRITE 
RHUMATOIDE 

La presente invention est relative a des 
5 derives citrul lines de f ibrine, et a leurs utilisations 
dans le diagnostic er le traitement de la polyarthrite 
rhumatoide. 

La polyarthrite rhumatoide (ci apres abregee 
en PR " ) est le plus frequent des rhumatismes 

10 inf lammatoires chroniques. II s'agit d'une maladie auto- 
immune ; le serum des patients atteints contient des 
auto-anticorps dont certains sont specif iques, et peuvent 
constituer un marqueur de cette maladie, permettant son 
diagnostic meme a des shades precoces. 

15 Des travaux anterieurs de I'equipe des 

Inventeurs ont montre que ces anticorps reconnaissaient 
differentes formes moleculaires de la famille des 
(pro) f ilaggrines (pour revue, cf. par exemple SERRE et 
VINCENT, In : Autoantibodies, PETER and SHOENFELD Eds, 

20 Elsevier Science Publishers, 271-276, 1996). Ces 
anticorps ont pour cette raison ete denommes : « auto- 
anticorps anti-f ilagcrine (AAF) » ; . La Demande EP 
0 511 116 decrit la purification et la caracterisation 
d'antigenes de la famille des f ilaggrines reconnus par 

25 ces anticorps, et leur utilisation pour le diagnostic de 
la polyarthrite rhumatoide. 

Les Inventeurs ont montre que les epitopes 
reconnus par les AAF etaient portes par des regions de la 
molecule de filaggrine dans lesquelles au moins une 

3D partie des arginines etaient deiminees, et .transf ormees 
de la sorte en citrulline ; des peptides citrullines 
specif iquemenr reconnus par les AAF ont ainsi ete obtenus 
a partir des principalis regions "immunoreactives de la 
filaggrine. Ce.s peptides, et leur utilisation pour le 

35 diagnostic de la PR font I'objet de la Demande 
PCT/FR97/01541, et de la Demande PCT/FR98/02899 au nom de 
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BIOMERIEUX. Les observations des Inventeurs concernanr le 
role de residus citrulline dans la reactivite de la 
filaggrine avec les auto-anticorps specifiques de la PR 
ont ete ulterieurement confirmees par d' autres chercheurs 
5 [SCHELLEKENS et al., Arthritis Rheum., 40, 9 
supplement, p. S276, resume 1471 (1997); VISSER et al,, 
Arthritis Rheum., 40, n° 9 supplement, p. S289, resume 
1551 (1997)]. 

Les Inventeurs ont en outre montre que les AAF 
10 representaient une proportion importante des 
immunoglobulines interstitielles des tissus rhumatoides 
synoviaux et qu'ils etaient synthetises localement par 
des plasmocytes specifiques presents dans ces tissus, ce 
qui ccnfirme I'hypothese de leur implication dans la 
15 reponse auto-immune associee a la PR- utilisation de la 
filaggrine ou de peptides citrullines derives de celle-ci 
pour neutraliser cette reponse auto-immune fait I'objet 
de la Demande PCT/FR98/02900 au nom de I'UNIVERSITE PAUL 
SABATIER (TOULOUSE III). 
20 Toutefois, 1' implication de la filaggrine 

comme immunogene ou comme antigene-cible dans la reponse 
auto-immune associee a la PR n'a jamais ete constatee. Le 
veritable antigene implique dans cette reponse restait a 
identifier. 

25 Les Inventeurs sont maintenant parvenus a 

caracteriser cet antigene, et ont ainsi montre qu'il se 
composait de derives citrullines des chaines a et/ou P de 
la fibrine. 

La presente invention a pour objet un 
30 polypeptide citrulline derive de tout ou partie de la 
sequence de la chaine a ou de la chaine p d'une fibrine 
de vertebre, par substitution d'au moins un residu 
arginine par un residu citrulline. 

De jpreference, un polypeptide-- conforme a 
35 1' invention comprend au moins 5 acides amines, 
consecutifs, et avantageusement au moins 10 acides amines 
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ccnsecutifs, dont au moins une citrulline, de la sequence 
de la chaine a ou de la chalne p d'une fibrine de 
mammifere. Avantageusement ladite fibrine de vertebre est 
une fibrine de mammifere, de preference humaine. 
5 Des polypeptides citrullines conformes a 

1' invention peuvent par exemple etre obtenus a partir de 
fibrine ou de fibrinogens naturels, recombinants, ou de 
synthese, ou de fragments de ceux-ci comprenant au moins 
un residu arginine, par 1' action de la peptidyl arginine 
10 deiminase (PAD) ; ils peuvent egalement etre obtenus par 
synthese peptidique, en incorporant directement un ou 
plusieurs residus citrulline, dans le peptide synthetise. 

Des polypeptides citrullines conformes a 
1' invention peuvent egalement etre des pseudopeptides, 
15 possedant la meme structure tridimensionnelle, et done la 
meme reactivite immunologique que les polypeptides 
citrullines derives des chaines a ou P de fibrine ou de 
leurs fragments, mentionnes ci-dessus. II peut s'agir par 
exemple de pseudopeptides de type retro, dans lesquels 
20 des acides L-amines sont enchaines selon une sequence 
inverse de celle du peptide a reproduire, ou bien de 
pseudopeptides de type retro-inverso, constitues par des 
acides amines de la serie D (au lieu des acides amines de 
la serie L des peptides naturels) enchaines selon une 
25 sequence inverse de celle du peptide a reproduire, ou 
bien encore de pseudopeptides contenant une liaison CH2— NH 
a la place d'une liaison peptidique CO— NH- Des 
pseudopeptides de ces differents types sont par exemple 
decrits par BENKIRANE et al. [J. Biol. Chem. , 270, p. 
30 11921-11926, (1995) ; J. Biol. Chem., 271, p. 33218- 
33224, (1996)] ; BRIAND et al. [J. Biol. Chem., 270, p. 
20686-20691, (1995) ; GUICHARD et al. [J. Biol. Chem., 
270, p. 26057-26059, (1995)]. 

La jBjresente "invention a egalement pour objet 
•35 1' utilisation des polypeptides conformes a 1' invention, 
tels que definis ci-dessus, pour le diagnostic in vitro 
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de la PR. 

La presents invention englobe en particulier 
des compositions antigeniques pour le diagnostic de la 
presence d' auto-anticorps specif iques de la PR dans un 
5 echantillon biolcgique, lesquelles compositions sont 
caracterisees en ce cu'elles contiennent au moins un 
polypeptide conforme a 1' invention, eventuellement marque 
et/ou conjugue avec une molecule porteuse. 

La presente invention a egalement pour objet 
10 un precede de detection des auto-anticorps de classe G 
specifiques de la PR dans un echantillon biologique, 
lequel precede est caracterise en ce qu'il comprend : 

la mise en contact dudit echantillon 
biologique avec au moins un polypeptide conforme a 
15 1' invention, tel que defini ci-dessus, dans des 
conditions permeztant la formation d'un complexe 
antigene/anticorps avec les auto-anticorps specifiques de 
la PR eventuellement presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du 
20 complexe antigene/anticorps eventuellement forme. 

Ce procede de detection peut etre mis en oeuvre 
grace a un necessaire comprenant au moins un antigene 
selon 1' invention, ainsi que des tampons et reactifs 
appropries pour la constitution d'un milieu reactionnel 
25 permettant la formation d'un complexe antigene/anticorps, 
et/ou des moyens de detection dudit complexe 
antigene/anticorps • 

Ledit necessaire peut egalement comprendre, le 
cas echeant, des echantillons de reference, tels qu'un ou 
30 plusieurs serum(s) negatif(s) et un ou plusieurs serum(s) 
positif (s) . 

La presente invention a aussi pour objet 
I'utilisauion de polypeptides citrullines conformes a 
1' invention peur I'obtention d'un medicament, et 
35 notamment d'un medicament destine a neutraliser la 
reponse auto-immune associee a la PR, et en particulier a 
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inhiber la fixation des effecteurs humoraux ou 
cellulaires de cette reponse auto-immune avec les derives 
citrullines de chaines a ou P de fibrine presents dans 
les tissus rhumatoides. 
5 Cette neutralisation in vivo de la reponse 

auto-immune, peut participer au traitement de la PR, ou 
d'autres maladies dans lesquelles interviendraient des 
lesions induites par une reponse auto-immune dirigee 
centre des epitopes presentant des reactions croisees 
10 avec les derives citrullines de chaines a ou p de 
fibrine • 

Avantageusement, pour 1' administration in 
vivo, on choisira des polypeptides modifies de maniere a 
prolonger leur duree de vie dans I'organisme, en 

15 particulier en augmentant leur resistance aux proteases ; 
il peut s'agir en particulier de pseudopeptides, tels que 
ceux mentionnes ci-dessus. 

La presente invention englobe egalement des 
compositions pharmaceutiques, notamment pour le 

20 traitement de la polyarthrite rhumatoide, caracterisees 
en ce qu'elles contiennent en tant que principe actif, au 
moins un polypeptide conforme a I'invention. 

Des compositions pharmaceutiques conformes a 
1' invention peuvent etre administrees par tous moyens 

25 appropries, connus en eux-memes. Elles peuvent par exemple 
etre administrees de maniere systemique, par voie orale, 
ou par voie parenterale, en injection sous-cutanee, 
intraveineuse ou intramusculaire ; elles peuvent 
egalement etre administrees localement, par exemple par 

30 injections intra-articulaires, ou par micro-injections 
sous arthroscopie dans le tissu synovial inf lammatoire . 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a 1' identification de formes dei-minees de la 

35 chaine 'a et de la chaine p de la fibrine humaine dans les 
tissus rhumatoides, et a 1' utilisation de fibrinogene 
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deimine pour la detection de la presence d'AAF dans des 
echantillons de serum. 

EXEMPLE 1 : PURIFICATION ET CARACTERISATION DE PROTEINES 
ANTIGENIQUES RECONNUES PAR LES AAF DANS LES TISSUS 
5 SYNOVIAUX RHUMATOIDES 

1) Analyse des tissus synoviaux rhumatoxdes 

Materiel et methodes : 

Les echantillons de tissu synovial utilises 
pour les extractions proteiques ont ete preleves chez des 

10 patients atteints de polyarthrite rhumatoide, au moment 
d'une synovectomie ou d'une arthroplastie du poignet ou 
du genou et correspondent tous a des fragm.ents 
tissulaires qui sent le siege de lesions histologiques 
classiques de synovite rhumatoide. lis sont conserves par 

15 congelation dans de I'isopentane refroidi par de 1' azote 
liquide. 

Des fragments de tissu synovial provenant de 
quatre patients ont ete extraits de maniere sequentielle, 
successivement dans un tampon de faible force ionique, un 
2C tampon uree, puis un tampon uree/DTT.^ 

Preparation des extraits synoviaux 

L' extraction a ete effectuee a I'aide d'un 
homogeneiseur Ultra-Turrax (T25 basic, IKA Labortechnik, 
Staufen, Germany) avec un volume de 6 ml de tampon par 

25 gramme de tissu. 

Les tampons suivants ont §te utilises a 
temperature de 0° C: Tris 40 mM- HCl, pH 1,4, contenant 
150 mM de NaCl [tampon de faible force ionique]; Tris 40 
mM- HCl, pK 7,4, contenant de I'uree 8M desionisee sur 

30 une resine echangeuse d'ions (AG 501-X8, Biorad, 
Hercules, CA) [tampon uree]; Tris 40 mM- HCl, pH 7,4, 
contenant de I'uree 8M desionisee et du dithiothreirol 
(DTT) 50 mM, (Sigma) [tampon uree/DTT] . Tous les-. tampons 
ont ete supplementes par de I'EDTA 20 mM, de I'azide de 

35 sodium a 0,02%, de I'aprotinine a 2 pg/ml, . du 
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Nethyimaleimide 10 mM et du phenylmethylsulf onyl fluoride 
1 itlM (Sigma, Saint Louis, MI) . Acres chaque extraction, 
les homogenats ont ete centrifuges pendant 20 minutes a 
15000 g, a la temperature de 4°C. Les extraits en tampon 
5 uree et en tampon uree/DTT ont ete dialyses contre de 
I'eau avant d'etre analyses par electrophorese et par 
immunotransf ert . 

Electrophorese et immunodetection 

Les proteines synoviales des differents 
10 extraits ont ete separees par electrophorese en gel de 
polyacrylamide 10 % en tampon SDS denaturant • (PAGE-SDS) 
puis ont ete electrotransf errees sur des membranes de 
nitrocellulose renforcee (Hybond-™C extra, Amersham, 
Little Chalfont, UK) . 
15 Les membranes ont ete immunodetectees avec les 

preparations d'anticorps suivantes : serums humains 
rhumatoides AAF-positifs ou AAF-negatifs ; serums humains 
controles non-rhumatoides issus de patients atteints 
d'autres rhumatisraes inf lammatoires ou d' individus 
20 sains (1/100) ; fractions d'AAF purifies (10 pg/ml) ; 
anticorps monoclonal de souris dirige contre la fibrine 
et le fibrinogene humain (5 pg/ml) ; deux antiserums de 
inouton respectivement diriges contre les chaines a et y 
recombinantes du fibrinogene humain (1/1000) (Cambio, 
- 25 Cambridge, UK) ; un antiserum de lapin dirige contre la 
chaine (J recombinante du fibrinogene humain (1/200000) 
(Cambio) . 

Les serums humains utilises sont issus de 95 
patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR) 

30 parfaitement caracterises sur les plans clinique et 
biologique selon les criteres de I'American College of 
Rheumatology, de 24 patients atteints de rhumatismes 
inf lammatoires _ non rhumatoides ou de pathologies non 
inf lammatoires -Serums controles) et de" "10 individus 

35 sains. La titration semi-quantitative des anticorps anti- 
filaggrine (AAF) dans les serums a ete realisee par 
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immunofluorescence indirecte sur cryocoupes d' epithelium 
d'cesophage de rat et par immunotransf ert sur extraits 
epidermiques enrichis en variant acide de la filaggrine, 
selon des protocoles precedemment publies [VINCENT et 
5 al., Ann. Rheum. Dis., 48, 712-722, (1989) ; VINCENT et 
al., J. Rheumatol., 25, 838-846, (1998)]. Les serums dits 
«AAF-positif s» sonz ceux qui presentent des AAF a des 
titres signif icatif s apres detection par les deux 
methodes, et les serums dits «AAF-negatif s» sont ceux qui 
10 ne presentent d'AAF detectables par aucune des deux 
methodes • 

Les • AAF ont ete purifies par chromatographie 
d'af finite sur le variant acide de la filaggrine 
epidermique selon le protocole decrit par GIRBAL- 

15 NEUHAUSER et al • (J. Immunol-, 162, 585-594, (1999), a 
partir de 4 5 serums rhumatoides de haut titre en AAF* Les 
fractions d'anticorps purifies ont ete reunies. 

Des sondes moleculaires secondaires conjuguees 
a la peroxydase ont ete utilisees pour la detection de 

20 tous les anticorps primaires: protein-A (Sigma), 
anticorps de mouton diriges centre les IgG de souris, 
(Biosys, Compiegne, France), fragments Fab de chevre 
diriges centre les IgG de lapin (Biosys) et fragments 
F(ab')2 de lapin diriges centre les IgG de mouton 

25 (Southern Biotech. Inc) , pour la detection respective des 
IgG humaines, murines, de lapin, et de mouton. L'activite 
peroxydase a ete visualisee par le systeme de detection 
ECL^ (Amersham International, Aylesbury, OK) , suivant le 
protocole propose par le fabricant. 

30 Resultats 

Une reactivite specifique avec les AAF 
purifies et les serums rhumatoides AAF-positifs a ete 
observee uniquemenr daos I'extrait realise en tampon 
uree/DTT. '^'^ 
35 Les resultats sont illustres par la Figure 1. 

Legende de la Figure 1 : 
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- AFAp = AAF purifies ; 

- serums PR = serums rhumatoides : 

* AFA-f = AFA-pcsitifs ; 

* AFA- = AFA-negatifs ; 

5 - serums controles = serums issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains. 

Ces resulrats montrenr que la reactivite 
specifique avec les AAF purifies et les serums 
10 rhumatoides AAF-positif s concerne deux bandes proteiques 
de poids moleculaire apparent d' environ 64 kD a environ 
78 kD (p64-78) et d' environ 55 kD a environ 61 kD (p55~ 
61), respectivement . Ces bandes proteiques n'ont pas ete 
detectees par les serums AAF-negatif s, qu'ils proviennent 
15 de patients atteints de PR ou d'autres rhumatismes 
inf lammatoires, ou bien qu'ils soient issus de donneurs 
sains . 

La presence de ces proteines specif iquement 
reconnues par les AAF purifies et les serums rhumatoides 
20 AAF-positif s, a ete observee dans les extraits uree/DTT 
de tissus synoviaux issus des 4 patients rhumatoides 
etudies. 

Au total 4 8 serums rhumatoides AAF-positifs 
ont ete testes en immunotransf ert sur au moins un extrait 
25 synovial uree/DTT. Parmi ces serums, 40 ont reconnu p64-- 
78, 39 ont reconnu p55-61, 37 ont reconnu a la fois p64- 
78 et p55-61, 3 n'ont reconnu que p64-78 et 2 n'ont 
reconnu que p55-61. 

Treize serums rhumatoides AAF-negatifs ont ete 
30 testes en immunotransf ert sur au moins un extrait 
uree/DTT de tissu synovial ; aucun de ces serum.s n'a 
reconnu p64-78 ou p55-61. 

Dix serums issus de donneurs sains et 5 serums 
issus de patients atteints d' autres - rhumatismes 
35 inf lammatoires ont aussi ete testes .en immunotransf ert 
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sur au moins un exrrait synovial uree/DTT ; aucun de ces 
serums n'a reconnu p64-78 ou p55-61. 

2) Caracterisation des proteines antigeniques p64-78 et 
P55-61. 

5 Les proteines de I'extrait en tampon uree/DTT 

du tissu synovial de I'un des patients attaint de PR, ont 
ete precipitees par 4 volumes d' acetone glacial, puis 
redissoutes dans le tam.pon uree/DTT a une concentra-ion 
15 fois superieure a leur concentration initiale. 

10 Les proteines de I'extrait concentre ont ete 

separees en electrophorese bidimensionnelle par 
isoelectrof ocalisation suivie de SDS-PAGE. 

Une separation electrophoretique 

bidimensionnelle a ete realisee dans le sys^eme 

15 PhastSystem^" (Pharmacia) . La premiere separation 
electrophoretique a eu lieu sur des gels 
d' isoelectrofocalisation (lEF) PhastGels*^" prealablement . 
laves, seches et rehydrates dans un tampon desionise 
contenant de I'uree 8 du Nonidet P-40 a 0^5% et des 

20 ampholytes creant un gradient de pH de 3 a 10 
(Pharmacia) . La deuxieme dimension a ete realisee en SDS- 
PAGE sur des gels a 7,5% de polyacrylamide. 

Les proteines ont ensuite ete 

electrotransferrees sur des membranes de 

25 polyvinyldifluoride (PVDF) (membranes ProBlott*" , Applied 
Biosystems, Foster City, CA) , en Tris 50 mM et acide 
borique 50 mM. Les membranes ont enfin ete colorees par 
une solution aqueuse d'amido black a 0,1 %, d' acide 
acetique a 1 % et de methanol a 45 % , ou bien 

30 immunodetectees par des serums rhumatoides selon le 
protocole decrit en 1) ci-dessus. 

La Figure 2 illustre les jprofils obtenus acres 
electrotransfert sur membcane de PVDF et : 

a) coloration a. 1' amido-black ; ou bien 

35 b) immunodetection par un serum rhumatoide 

AAF-ppsitif ; ou bien 
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c) immunocletection par un serum rhumatoide 

AAF-negatif . 

Legende de la Figure 2 : 

- Amido Black = coloration a 1' amido-black ; 

5 AFA+ = immunodetection avec un serum rhumatoide AAF- 
positif ; 

- AFA- = immunodetection avec un serum rhumatoide AAF- 
negatif. 

Apres coloration a 1' amido-black, on observe 

10 la presence de deux proteines ma j oritaires , de poids 
moleculaire apparent 64-78 kD et 55-61 kD et de pi 
d' environ 5,85 a environ 8,45. 

Ces proteines sont immunodetectees par les 
serums rhumatoides AAF-positif s, mais pas par les serums 

15 rhumatoides AAF-negatif s . 

A partir de transferts identiques sur membrane 
de PVDF apres electrophorese bidimensionnelle, des 
fragments de membrane correspondant au centre de chaque 
zone immunoreactive ont ete excises puis soumis a un 

20 sequengage amino-terminal dans un sequenceur Applied 
Biosystems (494A ou 473A) selon le procede conseille par 
le fabricant. 

A partir du fragment de membrane correspondant 
a I'antigene p64-78, la sequence gly-pro-arg-val-val-glu- 

25 arg-his-gln-ser-ala a ete obtenue. Cette sequence est 
strictement identique a la sequence 36-4 6 du produit du 
gene du precurseur de la chaine a du fibrinogene humain. 
Lorsque des fragments de membrane correspondant aux 
extremites droite ou gauche de la zone immunoreactive 

30 p64-78 ont ete excises puis soumis chacun a trois cycles 
de sequengage amino-terminal, les sequences gly-pro-arg 
ont ete retrouvees a chaque fois, indiquant que la 
totalite de la zone immurnoreactive p64-78 possede la meme 
extremite aminoj^terminale . - — 

35 ' A partir du fragment de membrane correspondant 

au. centre de la zone immunoreactive correspondant a 
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I'antigene p55-61, la sequence gly-his^arg-pro-leu-asp- 
lys--lys-arg a ete obtenue. Cette sequence esz strictement 
identique a la sequence 45-54 du produit du gene 
precurseur de la chaine P du fibrinogene humain. 
5 Lorsqu'un fragment de membrane correspondant a 
I'extremite gauche de la zone immunoreactive p55~61 a ete 
excise puis soumis a deux cycles de sequengage amino- 
terminal, la sequence gly-his a ete retrouvee. Lorsqu'un 
fragment de membrane correspondant a I'extremite droite 

10 de la zone immunoreactive p55-61 a ete excise puis soumis 
a six cycles de sequengage amino-terminal, la sequence 
gly-his-arg-pro-leu-asp et la sequence gly-pro-arg-val- 
val-glu ont ete retrouvees. Ceci indique que la totalite 
de la zone immunoreactive p55-61 possede la meme 

15 extremite amino-terminale et qu'elle comigre 
partiellement avec I'antigene p64-78. 

Les extremites aminoterminales des proteines 
antigeniques p64-78 et p55-61 correspondent 

respectivement aux extremites aminoterminales des chaines 

20 a et p du fibrinogene humain apres clivage respectif par 
la thrombine des f ibrinopeptides A et B. Les extremites 
aminoterminales des proteines antigeniques p64-78 et p55- 
61 sont done respectivement identiques a celle de la 
chaine a et a celle de la chaine P de la fibrine humaine. 

25 Les poids moleculaires apparents des antigenes 

p64-78 et p55-61 sont compatibles avec les valeurs 
respectives de poids moleculaires theoriques de la chaine 
a et de la chaine p de la fibrine humaine, 

L'identite de I'antigene p64-78 et de la 

30 chaine a de la fibrine d'une part, et celle de I'antigene 
p55-61 et de la chaine P de la fibrine d' autre part, ont 
ete confirmees par analyse de la reactivite d'anticorps 
antif ibrin (ogen) e vis-a^vis de ces anrigenes. En 
immunotransfert ,^a partir d'un extrait de trssu synovial 

35 - realise en uree/DTT, I'anticorps monoclonal de souris 
''311" qui reconnait les trois chaines a, P et. 
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faiblement, y du fibrinogene et de ia fibrine humaine, est 
ma joritairement reactif vis-a-vis des antigenes p64-78 et 
p55-61. De meme, deux antiserums, I'un de mouton et 
I'aurre de lapin, diriges respect ivement contre les 
5 chaines a et P recombinantes du fibrinogene, ont 
principalement reconnu, respectivement , une proteine ' qui 
com.igrait avec I'antigene p64-78 et une proteine qui 
comigrait avec I'antigene p55-61. 

EXEMPLE 2 : KEACTIVITE DE SERUMS RHUMATOIDES ET D'AAF 
10 PURIFIES AVEC DU FIBRINOGENE DEIMINE IN VITRO. 

La reactivite vis-a-vis du fibrinogene deimine 
et non deimine a ete etudiee par immunotransf er.t . Ont ete 
utilises : les fractions d'AAF purifies, 37 serums 
rhumatoides AAF-positifs de titre decroissant, 10 serums 

15 rhumatoides AAF-negatifs et' 19 serums AAF-negatifs issus 
de patients atteints de rhumatismes inf lammatoires ou non 
inf lammatoires (titres en AAF determines par 
immunotransf ert sur extraits epidermiques enrichis en 
variant acide de la filaggrine) . 

20 Les resultats sont illustres par la Figure 3A 

dans le cas du fibrinogene non-deimine, et par la Figure 
3B dans le cas du fibrinogene deimine. 
Legende de la Figure 3 : 

Figure 3 A : fibrinogene humain purifie non deimine ; 
25 - 311 = anticorps monoclonal anti-f ibrinogene 311 ; 

- serums controles = serums issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains ; 

- serums PR = serums rhumatoides ; 
30 * AFA+ = AFA-positifs ; 

* AFA- = AFA-negatifs ; 
Figure 3 B : fibrinogene humain purifie deimine par une 
PAD ; . . 

- 311 = anricofps monoclonal anti-f ibrinogene 31-i. ; 

35 - CI = anticorps de mouton diriges contre les IgG de 
souris ; 
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- C2 = anticorps de mouton diriges centre la proteine-A ; 

- serums controles = serums issus de patients arteir.uS 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains ; 

5 - serums PR = serums rhumatoides : 

* AFA+ = AFA-positifs ; 

* AFA- = AFA-negatif s. 
Fi-brinogene non-deimine 

Apres separation en PAGE-SDS, dans les 

10 conditions decrites dans I'exemple 1 ci-dessus, le 
fibrinogens non deimine est compose de 3 polypeptides de 
poids moleculaires apparents respectifs de 48 kDa, 58 kDa 
et 69 kDa, correspondant aux masses moleculaires 
apparentes attendues des chaines polypeptidiques a, p ez y 

15 composant la proteine (resultats non presentes). 
L' anticorps monoclonal anti-f ibrinogene 311" reconnait 
fortement les chaines polypeptidiques a et P et tres 
faiblement la chaine polypeptidique y (Figure 3A) . 

Des antiserums specifiques de chacune des 

20 chaines a, P and y du fibrinogene ont aussi montre une 
reactivite vis-a-vis de la chaine contre laquelle ils 
etaient respecrivement diriges (resultats non illustres) . 
Deimina-fcion du fibrinogene 

Une peptidyl-arginine deiminase (PAD) purifiee 

25 a partir de muscle squelettique de lapin (Sigma, St 
Louis, MO) a ete utilisee. Le fibrinogene humain 
(Calbiochem, San Diego, CA) a ete incube a la 
concentration de 0,85 mg/ml, en presence ou en absence de 
PAD (7 U/mg de proteine) pendant 2h a 50 °C, en rampon 

30 Tris 0,1 M, HCl pH 7,4, contenant 10 mM de CaC12, et 5 mH 
de DTT. Ces conditions sont celles qui onr prealablement 
permis de generer les epitopes recennus par les ,AA? sur 
une f ilaggrine^ecombinante humaine [GIRBAL-NEUKAUSER et 
al., J. Immunol:, 162, 585-594, (1999)]. La deiminatior. a 
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ensuite ete arretee par addition de SDS a 2 % et 
chauffage a lOCc pendant 3 mn. 

Apres une deimination de 2 heures, la mobilite 
electrophoretique en SDS-PAGE des deux polypeptides a et 
5 p s'est modifiee, celle du polypeptide y est restee. 
inchangee. En effet, la proteine correspondant a la 
chaine a est alors apparue sous la forme d'une bande 
diffuse de 82 a 95 kDa et a ete immunodetectee a la fois 
par I'anticorps monoclonal anti-f ibrinogene "'311" (Figure 
10 3B) et par 1' antiserum dirige contre la chaine a du 
fibrinogene (resultats non illustres) . 

La proteine correspondant a la chaine p est 
apparue sous la forme d'un doublet bien defini de poids 
moleculaire 58 kD pour la bande inferieure et 60 kD pour 
15 la bande superieure, qui n'a pas ete reconnu par 
I'anticorps monoclonal anti-f ibrinogene '^311" (Figure 3B) 
mais a ete immunodetecte par 1' antiserum de lapin dirige 
contre la chaine p recombinante du fibrinogene humain 
(resultats non illustres) • 
20 Aucune reactivite de la chaine a ou de la 

chaine P n'est observee avec les anticorps CI et C2. 

Reactivite des serums 

La reactivite des serums vis-a-vis des chaines 
a et p du fibrinogene non deimine s'est averee nulle ou 

25 tres faible et ne concernait que quelques rares serums 
n' appartenant a aucun sous-groupe particulier. 

En revanche, apres deimination, les 
polypeptides correspondant aux chaines a et p deiminees 
sont fortement reactifs avec les AAF purifies (resultats 

30 non-illustres) et avec la totalite des 37 serums 
rhumatoides AAF-positifs (a 1' exception de celui qui 
possede le titre le plus faible en AAF) . Par ailieurs, 6 
serums rhumatoides .AAF~negatif s sur 10 ont aussi 
clairement recoiffiu les polypeptides a ou p deimines : 2 

35 ont immunodetecte le polypeptide a et le doublet 
polypeptidique p, 3 autres ont seulement immunodetecte le 
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doublet polypeptidique p et 1 seul a immunodetecte 
exclusivement le polypeptide a. Par contre, a 1' exception 
d'un serum issu d'un patient attaint d'un syndrome de 
• Sjogren reactif sur le doublet polypeptidique p, aucun 
5 des serums controles n'a immunodetecte le fibrinogene 
deimine . 

L'af finite des serums rhumatoides AAF-positifs 
vis-a-vis des deux polypeptides deimines a et p s'est 
revelee legerement variable d'un serum a 1' autre. Ainsi, 

.0 6 serums, alors qu'ils detectaient fortement le 
polypeptide P, n'ont que tres faiblement reconnu le 
polypeptide a. De meme, 3 serums fortement reactifs vis- 
a-vis du polypeptide a n'ont pas detecte le polypeptide 
deimine p. Par ailleurs, I'intensite de marquage des deux 

.5 polypeptides parait globalement propcrtionnelle au titre 
.en AAF des serums. II est a noter que les serums reactifs 
sur les polypeptides a et p du fibrinogene deimines ont 
egalement ete reactifs vis-a-vis de polypeptides de haut 
poids moleculaire (superieur a 200 kD) generes lors de la 

0 deimination du fibrinogene. Ces polypeptides clairement 
reactifs avec les anticorps anti-f ibrinogene sont tres 
probablement des aggregats de chaines de fibrinogene. 

En conclusion, la reconnaissance des 
polypeptides a et p du fibrinogene par les serums 

5 rhumatoides est non seulement entierement dependante de 
leur deimination, puisque les polypeptides non-deimines 
ne sont jamais reconnus, mais elle est egalement 
clairement liee a la reactivite antif ilaggrine de ces 
serums. II est a noter que ces polypeptides deimines 

0 permettent de derecter avec une grande sensibilite les 
AAF presents dans les serums rhumatoides. 

Ces resultats demontrent clairement que les 
cibles antigeniques des AAF dans" les articulations'" 
synoviales rhuma^-soides sont des formes deimineej de la 

5 chaine a et de la chaine P de la fibrine humaine. 
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REVENDICATIONS 

1) Polypeptide citrulline derive de tout ou 
partie de la sequence de la chaine a ou de la chaine p 
d'une fibrine de vertebre, par substitution d'au moins un 

5 residu arginine par un residu citrulline. 

2) Polypeptide citrulline selon la 
revendication 1/ derive d'une sequence d'au moins 5 
acides amines consecutifs de la chaine a ou de la chaine 
P d'une fibrine de vertebre. 

10 3) Polypeptide citrulline selon une quelconque 

des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ladite* 
fibrine de vertebre est une fibrine de mammif ere, de 
preference humaine. 

4) Utilisation d'un polypeptide selon une 
15 quelconque des revendications 1 a 3 pour le diagnostic in 

vitro de la polyarthrite rhumatoide. 

5) Composition antigenique pour le diagnostic 
de la presence d' auto-anticorps specif iques de la 
polyarthrite rhumatoide dans un echantillon biologique^ 

20 caracterisee en ce qu'elle contient au moins un 
polypeptide citrulline selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, eventuellement marque et/ou 
conjugue avec une molecule porteuse - 

6) Precede de detection des auto-anticorps 
25 specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans un 

echantillon biologique, lequel procede est caracterise en 

ce qu'il comprend : 

la mise en contact dudit echantillon 

biologique avec au moins un polypeptide selon une 
30 quelconque des revendications 1 a 3, dans des conditions 

permettant la formation d'un complexe . antigene/anticorps 

avec les auto-anticorps specifiques de la polyarthrite 

rhumatoide eventuellement presents r 

- la^detection, par tous moyens "appropries, du 
35 complexe antigene/anticorps eventuellement forme. 

7) Necessaire pour la detection des auto- 
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anticorps specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un polypeptide selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, ainsi que des tampons et reactifs 
5 appropries pour la constitution d'un milieu reactionnel 
permettant la formation d'un complexe antigene/anticorps, 
et/ou des moyens de detection dudit complexe 
antigene/anticorps . 

8) Utilisation d'un polypeptide citrulline 
10 selon une quelconque des revendications 1 a 3 pour 

I'obtention d'un medicament. 

9) Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine' a 
neutraliser la reponse auto-immune associee a la PR. 

15 10) Composition pharmaceutique, caracterisee 

en ce qu'elles contient en tant que principe actif, au 
moins un polypeptide citrulline selon une quelconque des 
revendications 1 a 3. 



wo OJ/02437 



1/3 



PCT/FR00/018S7 



serums PR 



serums contrSles 



AFAp 



AFA 



AFA- 



200 — 

116.2 — 
97.4 — 

66.2 — 
42.7 — 




i 

i 





1 



p 

Si 



Figure 1 



Amido Black 



lEF. 



SDS 



97. 
66. 
43. 




I Mi .'i : • 



I i I 

lO m in 

CO CO 

05 h-" id 



I 

to 
to 



97- 
66 
43- 



AFA + 




I I 

lO in in 

CO CO in 

CO h-* to 



AFA- 



97- 
66- 
43- 




I 

to 

CO 



I 

in 

CO 



I 

to 



I 



Figure 2 



wo 01/02437 



2/3 



PCT/FROO/01857 



311 Scrums controles 




sdrums PR AFA + 




Figure 3A 



wo 01/02437 



3/3 



PCT/FROO/01857 





Figure SB 



.WTERl^ATIONAL SEARCH REPOi.. 



Internouonal Applrcatibn No 

PCT/FR 00/01857 



* „y-*SSlFIGATION OFjSUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K14/75 A61K38/36 A61P19/02 G01N33/53 



According to International Patent Classification (>PC) or to Doth national classifi cation and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searcned (ciassification system followed Dy classification symbols) 

IPC 7 C07K A61K A61P GOIN 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields 



searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base ana. where praaical. search terms used) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C> DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



Citation of document, wnh indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 98 22503 A (RAATS JOZEF MARIA HENDRIK 
;SCHELLEKENS GERARDUS ANTONIUS (NL); HOE) 
28 May 1998 (1998-05-28) 

WO 95 28946 A (SCRIPPS RESEARCH INST) 
2 November 1995 (1995-11-02) 



I P^rther documents are listed in the continuation of box C. 



)( Patent family members are listed In annex. 



Special categories of cited documents : 

•A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

earlier document but publistied on or after the intemalionat 

filing date 

'L" document wtiich may throw doubts on priority clalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'0" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underiying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination t>eing obvious to a person skilled 
in the art. 

"&" document member of the same^palent family 



Date of the actual completion of the international search 



19 October 2000 



Date of mailing ot th» iraernational search report 

26/10/2000 



Name and mailing address of the ISA 



European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (^31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 



Authorized officer 



Cervignl, S 



INTERNATIONAL o£ARCH REPORT 

Information ;on> patent lamily membiers 



Intern aitonal Agplicattori No 

PCT/FR 00/01857 



Patent ctocument 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9822503 A 


28-05-1998 


NL 


1004539 C 


20-05-1998 






AU 


4^70797 A 


10-06-1998 






BR 


9712955 A 


07-12-1999 






EP 


0941244 A 


15-09-1999 



WO 9528946 A 02-11-1995 US 5599790 A 04-02-1997 

AU 2366295 A 16-11-1995 
US 5919754 A 06-07-1999 



RAPPOR JE RE^hIrCHE INTERNATION. .^E 



D«mb...«ie Internationale No 

PCT/FR 00/01857 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMANDE 

GIB 7 CG7K14775 A61K38/36 A61P19/02 G01N33/53 



Selon (a classification intemationale des brevets (CtB) ou A la fois selon la classification natfonale el ia CIB 



B. DOMAiNES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation rrnnrmale consultee (syst^me de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K A61K A61P GOIN 



Documentation consutt6e autre que la documentation mmimale dans la mesure ou ces documents reievent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees elearonkjue consultee au cours de la recnerche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable. lermes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSlDERES COMME PERTINENTS 



Categorie identification des documents cites, avec, le cas echeant, i'indicatton des passages pertinents 



no. des revendications vis^ 



wo 98 22503 A {RAATS OOZEF MARIA KENDRIK 
;SCHELLEKENS GERARDUS ANTONIUS (NL); HOE) 
28 mai 1998 (1998-05-28) 

WO 95 28946 A (SCRIPPS RESEARCH INST) 
2 novembre 1995 (1995-11-02) 



□ 



Voir la suite du cadre C pour ia fin de \a Tiste des documents 



Les documents de famiftes de brevets sont Indlques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document d^finissant I'^tat general de la technique, non 
consid^re comme particuii^rement pertinent 

"E* document ant^rieur, mais public d la date de d^pdt internattonaJ 
ou apr^s cette date 

"L" docunrent pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison spdciale (telle qu'indiquee) 

"0" document se reterant ^ une divulgation orale, h un usage, ^ 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document public avant la date de depdt international, mats 
posterieurement k la date de priority revendiquee 



T" document ulterieur publl6 aprfes la date de depot international ou la 
date de priority et n'appartenenarrt pas d r^tat de (a 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou ta theorie constituant la base de ('invention 

"X" document particuli^rement pertinent: I'inven tion revendiqude ne peut 
dtre consider6e comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document consid6re isolement 

"Y" document particuiidrerr^ent pertinent; I'inven tion rever>diqu6e 
ne peut etre consid^ree comme impliquant une activity inventive 
lorique le document est assocl^ ^ un ou plusieurs autres 
documents dS" memo nature, cette combinaison etant dvidente 
pour une personne du metier 

"&* document qui fait partie de ta meme famille de brevets 



Date ^ laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 

19 octobre 2000 


Date d'expedition du present rapport de recnerche intemationale 

26/10/2000 


Nom et adresse postaie de I'adminlstratlon charges de ia recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Cervlgni, S 



RAPPORT DE RECHERCHE INTi. WATIONALE 

Renseignements relatifs aux membresde families de brevets 



Oema.,de Internationale No 

PCT/FR 00/01857 



Document brevet cite 
au rcippoft de recherche 



Oatede 
publication 



Membre(s) de la 
famine de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 9822503 



28-05-1998 



NL 
AU 
BR 
EP 



1004539 C 
4970797 A 
9712955 A 
0941244 A 



20-05-1998 
10-06-1998 
07-12-1999 
15-09-1999 



WO 9528946 A 02-11-1995 US 5599790 A 04-02-1997 

AU 2366295 A 16-11-1995 
US 5919754 A 06-07-1999 



PATENT COOPERATIc4B''^EATY 

PCT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44) 



Applicant's or agent* s file reference 

MJPcbl249/2 


FOR FURTHER Notification of Transmittal of International Search Report 
« (Form PCT/IS A/220) as well as, where applicable, item 5 below. 

ACTION 


international application No. 

PCT/FR 00/01857 


International filing date (day/month/year) 

30/06/2000 


(Earliest) Priority Date (day/month/year) 

01/07/1999 


Applicant 

UNIVERSITE PAUL SABATIER-TOULOUSE III 



This International Search Report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the ap)plicant 
according to Article 1 8. A copy is being transmitted to the International Bureau. 

This International Search Report consists of a total of 2 sheets. 

Pn It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report. 



1 . Basis of the report 

a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of the international application in the 
language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item. 

rn the international search was carried out on the basis of a translation of the international application fumished to this 
^ Authority (Rule 23.1 (b)). 

b. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the international application, the Internationa! search 
was carried out on the basis of the sequence listing : 

I I contained in the international application In written form. 

filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readble form. 



□ 

□ 
□ 
□ 



2. 
3. 



□ 

□ 
□ 



the statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has been 
furnished 

Certain claims were found unsearchable (See Box I). 
Unity of Invention is lacking (see Box II). 



4. With regard to the title, 

[X] the text is approved as submitted by the applicant. 

I I the text has been established by this Authority to read as follows: 



5. With regard to the abstract, 

[X] the text is approved as submitted by the applicant. 

I I the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box III. The applicant may, 
' — • within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority. 

6. The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 



I I as suggested by the applicant. |T] None of the figures. 

I I iDecause the applicant failed to suggest a figure. 

I I because this figure better characterizes the invention. 



Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 1998) 



RAPP 



DE RECHERCHE INTERNATIONA 



Oemande Internationale No 

PCT/FR 00/01857 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMANOE 

CIB 7 C07K14775 A61K38/36 A61P19/02 G01N33/53 



Selon la classificatiort intemationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minim ale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K A61K A61P GOIN 



Oocumentatlon consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronlque consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, temies de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINEm-S 



Categorie " 




Identification des documents clt^s, avec, le cas echeant. Ilndication des passages pertinents 



no. des revendlcations visees 



wo 98 22503 A (RAATS JOZEF MARIA HENDRIK 
;SCHELLEKENS GERARDUS ANTONIUS (NL); HOE) 
28 mai 1998 (1998-05-28) 



WO 95 28946 A (SCRIPPS RESEARCH INST) 
2 novembre 1995 (1995-11-02) 



[ I Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiqu^s en annexe 



* Categories sped ales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
consider© comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur. mais publle a la date de depdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document puijiie avant la date de depot intemational, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depdt intemational ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas h I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de invention 

"X" document particulierement pertinent; I'lnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut dtre consideree comme impliquant une activite inventive 
torsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de mdme nature, cette combinaison etant ^vidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la m§me famille de brevets 
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_ SeeNotificationofTransmitlaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 



International application No. 

PCT/FROO/01857 



International filing date {day/month/year) 
30 June 2000 (30.06.00) 



Priority date {day/montfi/year) 

01 July 1999 (01.07.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 14/75 



Applicant 



UNIVERSITE PAUL SABATIER - TOULOUSE III 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminar>' Examining Authority 
and is transmined to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of . 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by AKNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authorit>' (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



8 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

19 January 2001 (19.01.01) 


Date of completion of this report 

27 July 2001 (27.07.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/01857 



I. Basis of the report 



□ 



1, With regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 

pages 



19 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



MO 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/3-3/3 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 
pages 

pages 

pages ^ 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authorit\' in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminar>' examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 

preliminar>' examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

the claims, Nos. 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



5 I I report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70,17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 

citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: WO 98 22503 A (RAATS JOZEF MARIA HENDRIK; 
SCHELLEKENS GERARDUS ANTONIUS (NL) ; HOE) 28 May 1998 
(1998-05-28) 

D2: WO 95 28946 A (SCRIPPS RESEARCH INST) 2 November 
1995 (1995-11-02) 

D3: MASSON-BESSIERE ET AL. : 'The major synovial 

targets of the rheumatoid arthritis-specific 

antif ilaggrin autoantibodies are deiminated forms of 

the alpha and beta chains of fibrin' , THE JOURNAL OF 

IMMUNOLOGY, , -2000, vol. 166, no. , pages 4177- 

4184. 



1 . Novelty 

-J 

Document Dl describes citrullinated der±va1:ives of 
f Ilaggrin molecules. It is suggested that said 
derivatives are antigens involved in rheumatoid 
arthritis-related auto-immune response . 

Document D2 describes therapeutical compositions 
consisting of f ibrinogen-homologous molecules 
capable of binding to endothelial cells. 
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The present application describes cit3rulllnat:ed 
derlva-tlves o£ ^he alpha and be'ka chaxn o£ £il>r±n 
molecules . 

It follows that the subject matter of claims 1-10 is 
considered to be novel (PCT Article 33(2)). 

2 . Invexi'tlve step 

Document Dl is considered to be the closest prior 
art (cf . point 1 above) . 

The subject matter of the claim differs by virtue of 
the nature of the antigen involved in the rheumatoid 
arthritis-related auto-immune response, i.e. the 
isolated citrullinated derivatives. 

The problem that the present invention is intended 
to solve is that of isolating the antigen involved 
in the rheumatoid arthritis-related auto-immune 
response. Indeed, document D3, which was published 
later, shows that the antigens isolated in the prior 
art are the result of a cross reaction. 

The solution disclosed in claims 1-3 involves 
isolating the citrullinated derivatives of the alpha 
and beta chain of fibrin molecules. 

The prior art describes epitopes recognised by 
antif ilaggrin autoantibodies. The epitopes are 
supported on the filaggrin molecule and have been 
shown to be citrullinated. The prior art includes no 
indications of the existence of other antigens 
recognised by antif ilaggrin autoantibodies. Indeed, 
the fact that the antigens isolated in the prior art 
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International application No. 
PCT/FR 00/01857 



are the result of an antigen/antibody cross reaction 
was not published until a later date (document D3) . 
Therefore, it unlikely that a person skilled in the 
art would have attempted to isolate other antigens 
forming an antigen/antibody complex with the 
antif ilaggrin autoantibody. 

It follows that claims 1-10 are considered to 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The foilowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



Claims 1-3 



Claims 1-3 disclose ^'a citrullinated polypeptide derived 
from all or part: of the alpha and beta chain sequence of 
fibrin molecules..." . 

The ^^part:(s)" of the alpha and beta chain of fibrin 
molecules cannot be accepted in claims 1-3 unless it/they 
are associa'bed wltii t:he function "thereof . Indeed, it is 
unlikely that any citrullinated part of the alpha and beta 
chain of fibrin molecules would have an antigenic function 
with respect to the antif ilaggrin autoantibody. 
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MATIERE DE QBEVETS I 

REC-Dl 1 JUL 2001 ' 



WlPO 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R^f^rence du dossier du d6posant ou du 

mandataire 

MJPcbl 249/2 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FROO/01857 


Date du d^pot International Oour/mois/ann6e) 
30/06/2000 


Date de priority (iour/mois/ann6e) 
01/07/1999 


Classification intemationaie des brevets (CiB) ou h la fois classification nationale et CiB 
C07K14/75 


D^posant 

UNIVERSITE PAUL SABATIER-TOULOUSE III 



1 . Le present rapport d'examen pr^llmlnalre International. §tabll par radmlnlstaration chargee de I'examen pr6limlnalre 
International, est transmis au deposant conformement a Tarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feullles. y compris la presente feullle de couverture. 

B 11 est accompagne d'ANNEXES, c'est-^-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
§t6 modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupr^s de 
radministration chargee de I'examen pr^limlnaire International (voir la rdgle 70.16 et rinstructton 607 des Instructions 
adnlinistratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 8 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



1 


El 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


Vtl 


□ 


VIII 





KHoriie 

Absence de formulation d'opinion quant h la nouveautd, I'act'ivitd inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, !'activit6 inventive et la possibility 
d'apptication Industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irr^gularttys dans la demande intemationale 

Observations relatives k la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen pr6liminaire 

Intemationale 

19/01/2001 



Date d'achdvement du present rapport 



27,07.2001 



Nom et adresse postale de radministration chargde de 
I'examen pr^liminaire international: 
Office europ6en des brevets 

D-80298 Munich 
T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: 449 89 2399-4465 



Fonctionnaire autoris6 
Hoff,C 

H"" de telephone +49 89 2399 7895 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feullle de couverture) Ganvler 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n** PCT/FROO/0 1 857 



1. Bas du rapp rt 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale (les feuilles de rempfacement qui ont 6t4 remises 
d i'office recepteur en reponse it une invitation faite confomi6ment it i'articie 14 sont consid^r^es dans le present 
rapport comme "initialement d^pos^es" at ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (rdgies 70. 16 et 70, 17)): 

Description, pages: 

1-19 version initiale 

Revendications, N"*: 

1-10 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/3-3/3 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus §taient k la disposition de Tadministration ou 
lui ont et^ remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a et§ depos^e, sauf indication contraire 
donn^e sous ce point. 

Ces elements ^talent a la disposition de Tadministration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la r^gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la r§gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire Internationale (selon la r^gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'aclde amines divulguees dans la demande 
Internationale (le cas §cheant), I'examen pr^liminaire intemationale a §te effectu^ sur ia base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ d^pos§ avec la demande Internationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement k Tadministration, sous forme Ecrite. 

□ remis ultdrleurement k radministration, sous forme ddchiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni uit^rieurement ne va pas au-deld 
de ia divulgation faite dans la demande telle que deposee, a §te foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrSes sous d^chiffrable par ordinateur sont identlques k 
celles du listages des sequences Pr6sent§ par 6crit, a 6X6 foumie. 

4. Les modifications ont entraine Tannulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a et^ fomnule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 consid6r6es 
comme ailant au-del^ de I'expose de invention tel qu'ii a ^t6 d^pos^, comme 11 est Indiqu^ ci-apres (r&gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations compl^mentaires, le cas §ch6ant : 



V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activlte inventive et la possibilit ' 
d'application industrielie; citations et explications a Tappui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-10 

Non : Revendications 

Activity inventive Oui: Revendications 1-10 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielie Oui: Revendications 1-10 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Demande Internationale n*" 
FEUILLE SEPAREE 



PCT/FROO/01857 



II est fait reference aux documents sulvant: 

D1: WO 98 22503 A (RAATS JOZEF MARIA HENDRIK ;SCHELLEKENS 

GERARDUS ANTONIUS (NL); HOE) 28 mai 1998 (1998-05-28) 

D2 :WO 95 28946 A (SCRIPPS RESEARCH INST) 2 novembre 1995 (1995-1 1- 

02) 

D3: MASSON-BESSIERE ET AL.: "The major synovial targets of the rheumatoid 
arthritis-specific antifilaggrin autoantibodies are deiminated forms of the alpha and 
beta chains of fibrin", THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY. , -2000, Vol. 166, no. , 
pages 4177 a 4184 

V.I Nouveaute 

Le document D1 decrit des derives citrullines des molecules de f ilaggrine. Ces 

derives etalent suggeres comme etant les antlgenes impliques dans la reponse auto- 
immune associee a la polyarthrite rhumatoide. 

Le document D2 decrit des compositions therapeutiques composees de molecules 
homologues du fibrinogene capables de se tier aux cellules endotheliales. 

La presente application decrit des derives citrullines de la chaine alpha et beta d s 
molecules de fibrine. 

Par consequent I'objet des revendications 1-10 est considere comme etant nouveau 
(Article 33(2) POT). 

V.2 Activite inventive 

Le document D1 est considere comme etant Tetat de la technique le plus proche (cf 
paragraphe V.I). 

L'objet de la revendication diff&re par la nature de Tantigene implique dans la reponse 
auto-immune associee a la polyarthrite rhumatoide c'est a dire des derives citrullines 
isoles. 

Le probleme que se pose a resoudre la presente application consiste a isoler 
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Tantigene implique dans la reponse auto-immune associee a la polyarthiite rhumatoYde. 
En effet le document D3, publie ulterieurement montre que les antigenes Isoles dans 
Tart anterieur sont dus a une reaction croisee. 

La solution, comma divulguee dans les revendications 1-3, consiste a isoler les derives 
citrullines de la chaine alpha et beta des molecules de fibrine. 

L'art anterieur decrit des epitopes reconnus par les auto-anticorps anti-filaggrine. Ces 
epitopes sont portes par la molecule de filaggrine et se sont averes citrullines. 
II n'y a pas d'indications dans l'art interieur quant a i'existence d'autres antigenes 
reconnus par les auto-anticorps anti-filaggrines. En effet le fait que les antigenes isoles 
dans Tart anterieur sont issus d'une reaction croisee antigene/anticorps n'a ete publie 
qu'ulterieurement (document D3). II est done peu probable que Thomme du metier 
aurait tente d'isoler d'autres antigenes formant un complexe antigene/anticorps avec 
Tauto-anticorps anti-filaggrine. 

Par consequent les revendications 1-10 sont considerees comme impliquant une 
activite inventive selon TArticle 33(3) PCT. 

VIII Revendications 1-3 

Les revendications 1-3 divulgue "un polypeptide citrulline derive de tout ou de parti de 
la sequence chame alpha et beta des molecules de fibrine.-"- 

La/les "partie(s)" de chame alpha et beta des molecules de fibrine ne sont acceptees 
dans les revendications 1-3 que si elies sont assoclees a leur fonction. En effet, il est 
peu probable que n'Importe quelle partie citrullinee de la chame alpha et beta des 
molecules de fibrine presente une fonction antigenique vis a vis de r auto-anticorps 
anti-filaggrine. 
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